
Europaisches 
Paten tamt 



European 
Patent Office 



Hia/tr U 6 I U 0 / I* O 

^ 10/526576 




Bescheinigung Certificate 



Attestation 



Die angehefteten Unterla- 
gen stimmen mit der 
ursprUngiich eingereichten 
Fassung der auf dem nach- 
sten Blatt bezeichneten 
europaischen Patentanmel- 
dung Oberein. 



The attached documents 
are exact copies of the 
European patent application 
described on the following 
page, as originally filed. 



Les documents fixes a 
cette attestation sont 
conformes a la version 
initialement deposee de 
la demande de brevet 
europeen specif iee a la 
page suivante. 



Patentanmeldung Nr. Patent application No. Demande de brevet n° 

02019908.9 



i PRIORITY DOCUMENT 

i SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 

i COMPLIANCE WITH 

! RULE 17.1(a) OR (b) 



Der Prasident des Europaischen Patentamts; 
Im Auftrag 

For the President of the European Patent Office 

l_e President de I'Office europeen des brevets 
p.o. 



R C van Dijk 



FPA/EPO/OEB Form 1014.1 - 02.2000 7001014 



Europaisches European Office europeen 

Patentamt Patent Office des brevets 

^ ^P/EP 0 3 / 0 8 7 45 



Anmeldung Nr: 

Application no.: 02019908.9 
Demande no: 



Anmeldetag: 

Date of filing: 04.09.02 
Date de d€pdt: 



Anmel der/Appl i can t( s )/Demandeur( s ) : 

NESTEC S.A. 
Avenue Nestle 55 
CH-1800 Vevey 
SUISSE 



Bezeichnung der Erf indung/Ti tie of the i nven tion/Titre de 1 1 invention: 
(Falls die Bezeichnung der Erfindung nicht angegeben ist, siehe Beschrei bung. 
If no title is shown please refer to the description. 
Si aucun titre n'est indiqu<5 se referer a la description.) 

Precede de preparation d'une huile contenant un ou des acides gras 
P olyinsatur6(s) a Iongue chaine issus de biomasse, aliment, composition 
nutritionnelle, cosmetique ou pharmaceutique la contenant 

In Anspruch genommene Prioriat(en) / Priority(ies) claimed /Priority) 
revendiquee(s) 

Staat/Tag/Aktenzei chen/State/Date/File no./Pays/Date/Numero de depot: 



Internationale Patentklassif i Rati on/International Patent Classification/ 
Classification international des brevets: 

A23D/ 

Am Anmeldetag benannte Vertragstaaten/Contracting states designated at date of 
filing/Etats contractants designees lors du depdt: 

AT BE BG CH CY CZ DE DK EE ES FI FR GB GR IE IT LI LU MC NL PT SE SK TR 



02019908.9 

EPA/EPO/OEB Form 1014.2 - 01.2000 7001014 



2 



f 4. SEP. 2002 15:37 " " NESTEC VEVEY PATENTS 021 9242880 



NQ287 



P. 9/30 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



Procede de preparation d'nne huilc contenant un ou des acides gras 
polyiiisatur<§(s) a longue chain e issus de biomasse, aliment, composition 
nutritionnelle, cosmetique on pharmaceutique la contenant 

Introduction 

La pr^sente invention a trait au domaine de la preparation d'une huile servant 
d'ingredient source d'acides gras essentiels polyinsatures a longue chaine (LC- 
PUFA) dans un aliment, dans un supplement nutritionnel, dans une 
composition cosmetique ou pharmaceutique. 

Ktatde la technique 

Une huile contenant des LC-PUFA comme par exemple les acides 
araohidonique (ARA), docosahexaenoique (DHA), eicosapentaenoique (EPA) 
ou diliomogammalino^nique (DHGLA) peut etre obtenue a partir d'un 
bouillon de fermentation d'une biomasse. Pour obtenir rhuile de la biomasse 
on a utilise des methodes d'extraction par solvant organique, par exemple 
rhexane ou par fluide supercritique. G6neralement, ttmile a ete extraite & 
partir de biomasse par percolation a ITiexane de la biomasse sechie. 

Un tel procede d'extraction par solvant(s) organique(s) est decrit par exemple 
dans WO9737032, dans WO 9743362 ou dans la publication Journal of 
Dispersion Soience and Technology, 10, 561-579, 1989 "Biotechnological 
processes for the production of PUFAs". 

Cette technique pr6sente differents inconvenients: 

- Lors des Stapes d'extraction par solvant chaud et de distillation du 
solvant les LC-PUFA peuvent subir une degradation au contact de 
l'oxygene. 

- L'elimination totale du solvant contenu dans l'huile ou dans la 
biomasse repiduel exige un traitement thermique a temperature elevee. 

- Par ailleurs, le solvant, tel que Vhexane est susceptible de dissoudre des 
constituants non-triacylglycerols de la biomasse qui constituent en fait des 
impuretes. 
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L'huile brute obtenue apres evaporation du solvant doit encore subir plusieurs 
etapes de raffinage comprenant un degommage, une neutralisation a 1'alcali, 
une decoloration , un decjrage et une d6sodorisation dans le but d'eliminer au 
. moins partieUement les impuretes. Cela implique que l'huile tres insaturee est 
5 exposee a des conditions stimulant des reactions physico-chirniques qui 

affectent sa qualite. Par exemple, les agents de decoloration creent un systeme 
de doubles Haisons conjuguees et forment des produits de degradation par 
reaction cbimique avec les glycerides oxyd6s. 

10 On connait egalement, par exemple de EP-A-1 1781 18, un prbcede d'extxaction 
de biomasse sans solvant. Selon ce procede, on evite l'utilisation d'un solvant 
en preparant une suspension aqueuse de la biomasse et en separant une phase 
huileuse, contenant l'huije recherchee, de la phase aqueuse, par centritugation. 
La phase aqueuse contient des debris de parois cellulaires et quantit6 de 

15 niateriau soluble dans l'eau provenant de la biomasse. Un inconvenient de ce 
prbcede est que l'huile brute obtenue est contarain6e par des quantites 
d'impuretes, par exemple des lipides polaires, des residus de proteines dus a la 
presence d'eau. Une telle huile brute doit etre ensuite raffinee par les methodes 
conventionnelles de raffinage des huiles vegdtales. 

20 . 

La presente invention a pour but d'eviter les inconvenients de Tart anterieur, en 
proposant un procede de preparation d'une huile stable contenant un ou des 
acides gras polyinsatures issus de biomasse sous forme de triacylglycerols a 
l'etat purifie avec un rendement eleve dans lequel l'huile subit un minimum de 
25 degradation. 

Resume rift Vinventmn 

La presente invention concerne un procede de preparation d'une huile stable 
contenant. des LC-PUFA sous forme de triacylglycerols, notamment les acides 
30 arachidonique (ARA), dihomogammalinolenique (DHGLA), 
docosahexaenoique (DHA), ou eicosapentaenoique (EPA). 

Le procade est earactarise par le fait que 1' on presse une ou des biomasses 
provenant de la culture d'un microorganisme, notamment d'un champignon ou 
35 d'une microalgue contenant les acides ARA, DHGLA, DHA ou EPA, a sec de 
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maniere a obtenir unepremiere huile de pression et un tourteau, que Ton traite 
l'huile ainsi obtenue avec un adsorbant et qu'on la souniet a une desodorisation 
dans des conditions menageantes. 

5 L'huile ainsi obtenue ne necessite pas. de raffinage chimique. Un traitement 
avec un adsorbant, par exempie un silicate, et une desodorisation dans des 
conditions douces sont suffisants pour obtenir une huile purifiee et stable 
pouvant etre utilisde en tant que complement nutaitionnel. 

lo" . Selon un mode de roise en oeuvre prefere du procede, 

- on met en contact le tourteau de pressage avec une huile support entrant 
dans la compostion dton aliment et on presse le melange de l'huile support 
et du tourteau pour obtenir une deuxieme huile de pression et 

- on melange leg huiles de pression dans des proportions variables de 
1 5 maniere a obtenir une concentration en LC-PUFA qui convienne a 

Implication specifique. On soumet ensuite, le cas echeant, le melange a un 
raffinage physique et a une desodorisation. 

De preference, l'huile ne contient pas plus de 1 0 % en poids de LC-PUFA. De 
20 ce fait, l'huile est beaucoup moins sensible a l'oxydation lors de sa production 
ce qui n'est pas le cas pour les huiles contenant des LC-PUFA de l'art 
anterieur. 

Selon un aspect principal de l'invention, c'est un avantage qualitatif 
25 . determinant de disposer d'une huile nouvelle, contenant des LC-PUFA sous 
forme de triacylglycerols, 

Selon un autre aspect, l'invention concerne un aliment, un produit cosmetique 
ou pharraaceutique, un supplement nutxitionnel ou un aliment pour animaux 
30 contenant l'huile precedente. 

Selon encore un autre aspect, l'invention concerne un aliment pour animaux, 
en particulier pour animaux familiers contenant le residu de biomasse issu du 
procede. 
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Description detainee de lfeenflfln 

La preparation de l'huile est r^aUs6e par pressage direct dime biomasse 
contenant des LC-PUFA et obtention d'une premiere huile de pression. En vue 
d'augmenter le rendement en LC-PUFA, on soumet de preference le tourteau 
de biqmasse issu du pressage direct a un contact avec une huile support et on 
soumet le melange a un pressage pour i'obtention d'une deuxieme huile de 
pression. On melange ensuite les deux huiles de pression dans des proportions 
variables de maniere a obtenir une concentration en LC-PUFA qui conviehne 
a 1'appUcation specifique. On soumet ensuite, ie cas echeant, le melange a un 
rafifinage physique et on obtient ainsi l'huile rechercb.ee. 

Par le rafifinage physique on vise, dans le contexte de l'invention, une 
15 diminution des phospholipides et des acides gras libres et on entend un 
traitement de degommage sans utilisation d'acide et sans neutralisation. 

A titae d'exemple, on a constat que dans le cas d'une biomasse contenant 
I'ARA la premiere huile de pression etait deja debarrassee de la plupart des 
20 acides gras libres et des phospholipides et par suite, selon le degre de purete 
recherche, ne necessitait pas de traitement de degommage. 

Par contre, dans le cas d'une biomasse contenant du DHA par exemple, un tel 
traitement de degommage etait necessaire pour diminuer en particulier les 
25 phospholipides en vue d'obtenir le degre de purete recherche. 

L'huile obtenue est adaptee a ^application dans les aliments, en particulier les 
formules infantiles ou a ^utilisation comme supplement nulritionnel. Elle peut 
egalement etre utilisee dans des produits cosmetiques ou pharmaceutiques. De 
30 plus, le residu de biomasge obtenu est egalement un produit du procede qui 
peut etre valorise directement sans traitement ulterieur, par exemple comme 
aliment pour animaux, en particulier pour animaux farailiers. 

La preparation d'une telle huile peut avoir lieu par simple pressage de la 
35 biomasse sechee. De preference, on precede au melange de l'huile support 
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avec le residu du premier pressage de la biomasse et a la separation ulterieure 
de l'huile d/ayec les solides non lipidiques par pressage. 

En vue d'augmenter le rendement en LC-PUFA obtenu, il est preferable de 
5 reduire les dimensions des particules de biomasse seche pour briser les parois 
des cellules de micoorganismes et liberer ainsi l'huile. On peut dans le mode 
de realisation prefer6 reduire les dimensions des particules du tourteau de 
.pressage pour augmenter la surface de contact entire l'huile support et le r6sidu 
de biomasse. Cela peut 6tre realise de maniere appropriee par utilisation de 
10 differentes m6thodes, par exemple;. 

- on peut broyer le tourteau de biomasse en presence de l'huile support ; 

- on peut laminer le tourteau de biomasse avant de le melanger avec l'huile 
support; 

- on peut traiter le tourteau de biomasse sous haute pression en presence de 

15 l'huile support ; 

puis separer l'huile obtenue d'avec le tourteau de biomasse par pressage et 

. filtration de finition. 

- on peut traiter la biomasse ou le tourteau avec des enzymes capables de 
degrader les parois des cellules. 

20 

Du fait que le support est une huile, l'huile obtenue apres contact avec le 
tourteau de biomasse aun contenumumnum enphospholipides, acides .gras 
libres, pigments, polymeres et autres substances issues ou derivees de la 
biomasse qui ne sont pas des triacylglycerols. Cela signifie que le proc6d6 

25 selon l'invention constitue une methode selective de preparation d'une huile 
purifiee stable contenant des LC-PUFA. II n'estpas n6cessaire de purifier 
rhuile insaturee contenant les LC-PUFA par les methodes agressives et 
lourdes utilisees ant6rieurement a l'invention que sont les etapes de 
d6gommage s neutealisation, decirage et decoloration. 

30 Selon l'invention, les huiles pressees sont soumises, le cas echeamya une etape 
de raffinage a l'aide d'un agent de precede, par exemple un silicate. Le 
traitement avec l'agent de procede peut Stre realise pendant le contact avec 
1'huile support ou apres obtention de l'huile pressee, par exemple lors de la 
filtration. Finalement les huiles sont soumises hxm& etape de desodorisation, 

35 par exemple par entrainement a la vapeur ou distillation moleculaire a 
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temperature relativement basse. II en resulte qiie l'huile obtenue contient une 
quantite partioulierement fi»We 4'acides gras trans. 

Le precede n'utilise pas de solvant organique et, dans la mesure ou l'on 
5 travailie sous couche d'azote et en presence de tocopherols ou tocotrienols 
naturellement presents ou rajoutes dans l'huile support, Ies LC-PUFA sont 
proteges de la degradation oxydative pendant tout le precede. 

En plus de la qualite de l'huila obtenue, un autre avantage du precede consiste 
10 dans le fait que le residu de biomasse n'est pas contamin6 par un solvant 

organique etpeut ainsi etre valoris6 directement, sans traitement ulterieur, par 
exemple dans des aliments pour animaux, notamment pour animaux familiers. 

La description detailtee duprocdd6 qui suit est ciblee sur la.preparation d'une 
15 huile contenant 1'ARA, une huile contenant le DHA, et une huile contenant 
l'ARA et le DHA, pris a titre d'exemples, non limitatifs. Les conditions de 
travail pour transferer d'autres LC-PUFA vers une huile support a partir des 
biomasses appropri6es, par exemple pour le DHGLA ou EPA sont tres 
proches. 



20 



25 



Dans la mise en oeuvre preferee du precede, l'huile est obtenue par reunion de 
l'huile de pressage a sec de la biomasse et de l'huile obtenue par melange de 
l'huile support avec le residu de pressage de biomasse seche et separation de 
l'huile d'avec les composants solides par pressage. Pour augmenter le taux 
d'incorporation en LC-PUFA, il est souhaitable de rompre les cellules 
microbiennes par des traitements sous haute pression, par des precedes 
enzymatiques ou de reduire les dimensions des particules seches de biomasse 
par mouture ou laminage. 

30 L'etape de mouture mise en oeuvre peut elre l'une des norabreuses techniques 
connues de Tart anterieur. Par exemple, on peut laminer la biomasse, de 
preference a basse temperature, puis on peut la melanger avec l'huile support. 
En variante, on peut moudre la biomasse en presence de l'huile support. En 
vue de nunimiser autant que possible la deterioration des LC-PUFA, les 

35 conditions de mouture doivent etre douces. Dans cette optique, on preiere 
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moudre la biomasse en presence de Thuile support et* sous atmosphere inerte, 
par exeinple sous balayage d'azote. 

Ensuite, on separe Thuile contenant les LC-PUFA d'avec le tourteau de la 
5 biomasse par filtration ou pressage, de preference sous forte pression, puis on 
effectue une filtration de tlnition de maniere a eliminer les partioules fines de 
residu de biomasse. 

1 

On a constate que le taux d'incorporatiou en LC-PUFA augmentait lorsque la 
10 taille des particules de biomasse diminuait, oelui-oi etait > 90% lorsque par 
exemple 90% des particules avaient une dimension < 250 um. 

A titre d'exemple, on pent utiliser un mouHn a billes ou un moulin colloidal. 
Les parametres a cousiderer sont la duree de mouture, la taille des particules 
15 de biomasse, la temperature de mouture, le rapport entre les quantites de 
biomasse et d'huile support. 

La duree de mouture a une influence sur la taille des partioules et cette 
derniere est egalemeut influencSe par la temperature de mouture. Par suite, en 
20 pratique, on prefere v indiquer la taille des particules comme parametre 

determinant de Tetape de mouture. Ainsi, il est souhaitable que 90 % des 
particules soient de dimension < 500 um, de preference que 90 % des 
particules soient de dimension < 300 um et de maniere encore plus preferee 
que 90 % des particules soient de dimension < 200 um. 

25 

La temperature de mouture est chuisie a une valeur superieure au point de 
fusion de rhuile support, et est de preference de 20 a 80° C 
Le rapport ponderal choisi entre la biomasse et Vhuile support determine le 
contenu en LC-PUFA de Thuile finale. Ainsi, par exemple, on choisit 30 
30 parties de biomasse pour 70 parties d'huile support pour obtenir au moins 3 ,5 
% de LC-PUFA dans I'huile ttansformee. 

LTiuile utilisee comme support peut etre n'importe quelle huile ou melange 
d'huiles consommable en alimentation humaine. On utilise de preference une 
35 huile ou un melange entrant dans la composition du produit que Hon souhaite 
enrichir en PUFA. On peut citer en patticulier pour une formule infantile 



<*-*t.r.tkl\&i X^Mkl NESTEC VEVEY PATENTS 021 9242880 NS287 P. 16/30 



10 



15 



l'huile de toumesol riche en acide oteique (HOSFO), l'huile de toumesol 
(SFO), Me de soja, Va\6me de palme et un triacyglycerol a chatne moyenne 
(MCT, contenant essentiellement des triacylglycerols d'acides gras satur6s en 
Cg-Cjo). 

L'etape suivante du proc6de conisiste h separer le residu de bibmasse epuisee 
par toute methode usuelle comme par exemple Ie pressage, la filtration ou la 
centrifugation. A cet effet on utilise de preference une presse operant sous 
forte pression. 

L'huile obtenue doit etre debaxrassde des particules fines insolubles par 
filtration fine. Cette operation peut etre effectuee le oas echeant en mettant 
l'huile en presence d'un adsorbant mineral en qualite d'aide a la filtration, par 
exemple la dicalite. 



Enfin, l'huile filtree est desodorisee pour en eliminer les substances volatiles. 
Cela peut etre realise par toute methode connue pourvu que cela soit dans des 
conditions moderees de maniere a menager les LC-PTJp A. On peut citef s par 
exemple, l'entramement a la vapeur, de preference sous vide ou la distillation 
20 moleculaire. 

L'huile obtenue peut etre utilisee dans des compositions alimentaires pour 
1'alimentauon.humaine telle quelle ou en melange avec d'autres huiles, comme 
par exemple une huile de poisson ou comme par exemple les huilespour salade 
25 ou encore sous forme d'emulsion dans les sauces pour salade ou mayonnaises. 
Elle peut etre un constituent d'un lait dietetique pour adolescents ou adultes, 
d'une formule infantile pour prematures, nourrissons nes a terme ou un lait de 
suite pour petits enfants. 

30 Elle peut etre incorporee dans une composition nutritive ou de 
supplementation, pour l'alimenation orale. 

Elle peut etre incorporee dans une composition pharmaceutique pour 
l'ingestion orale, enterale ou parenterale, ou pour Implication topique 
35 dermatologique ou ophtalmique. 
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Elle peut constituer un ingredient d'une composition cosm6tique, topique ou 
orale. 

Enfra, elle pent constituer un ingredient d'un aliment ponr animanx familiers, 
5 par exemple un aliment sec, humide on un lait. 

Le reaidn de biomasse aprfes separation de l'huile peut avantageusement etre . 
utilise dans les aiiments pour animanx, particuliefement les animaux familiers. 

10 Exempli . 

Les exeraples ci-apres illustrent Vinvention. Dans ceux-ci, les parties et 
poureentagessontponderaux, sain? indication contraire. 
Pour determiner le % d'acides gras libres (FFA), on utilise la methode IUPAC 
15 2.201, 

pour la teneur en ARA, on utilise la methode IUPAC 2.304 et 

pour la teneur en Pnosphore (P), on utilise la methode NI C 12-1976-SSOG. 

Exemple 1: P ressage rt'mie binmasse contenant ARA avec une.nresse. 

20 hydrflulique 

F-quipement; 

Presse Carver RC 106 

25 Matieres utilises; 

Biomasse contenant 34,7 % dliuile k 39,9 % d'acide aracbidonique (ARA) 

. Procedure; 

On introduit 1 1 1 g de la biomasse dans une cartouche en carton. La cartouche 
30 est introduite dans le cylindre de la presse et le tout est chauffe dans une etuve 
a 70°C pendant 30 min. 

On prepse ensuite en augmentant le pression progressivement pour atteindre 
une pression finale de 700 bar. On recueille ainsi 23,2 g d'huilepressee 
limpide ce qui correspond a 60,2 % de l'huile presente dans la biomasse. 
35 On deteimine la teneur en ARA, acides gras libres (FFA) et Phosphore (P) de 
l'huile pressee et on la compare avec une huile obtenue aprfes extraction k 
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I'hexane de la m§me bioniQsse. Les resultats sont resumes dans le tableau 1 ci- 
apres. 

Tablean 1 

5 





Huile de 


Huile 




pressage 


extraite a 




direct 


I'hexane 


% AKA 


39,9 


39,9 


% FFA 


0,1 


0,6 


mg/kgP 


17 


508 



Uhuile obtenue apr£s pressage direct a une teneur en ARA similaire a l'huile 
1 0 extraite avec I'hexane raais contient moins d'impuretSs (FFA, P). LTiuile 

pressee ne necessite pas de raffinage chimique au contraire de l'huile extraite 
classiquement avec I'hexane. Un traitement avec un adsorbant (agent de 
precede) suivi d' une desodorisation permettent d'obtenir une huile stable et 
d'odeur neutre. 

15 

Exemple 2: Pressage d*UTie binmasse contenartt DHA avec tine presse h vis 

B quipement; 
Presse a vis Komet 
20 Filtre-presse Seitz 

t « 

Matieres nriliseea; 

Biomasse contenant 50,5 % d'huile a 39 % d'acide docosahexaenctfque (DHA) 

25 Procedural 

1 50 kg de biomasse ont 6t6 presses sur la presse IComet dans les 
conditions suivantep: 

fente: 8 mm, d«5bit: 3,75 kg/h 

30 
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On recueille une huile trouble qui est filtree a l'aide d*un fillre papier 20 
microns. On obtient ainsi 46 leg d'une huile limpide ce qui correspond a 60,7 
% de l'huile presents dans la biomasse. 

On determine la teneur en DHA, acides gras libres (FFA) et Phosphore (P) de 
5 l'huile pressee et on la compare avec une huile obtenue apres extraction a 

l'hexane de la ineme biomasse. Les resultats sont resumes dans le tableau 2 ci-^ 
apres. 

Tableau Z 

10 





Huile 


Huile 




pressage 


extraite k 




direct 


l'hexane 


% DHA 


39 


39 


% FFA 


0,7 


1,6 


mg/kgP 


. 200 


630 



L'huile obtenue apres pressage direct a une teneur en DHA similaire k l'huile 
15 extraite avec l'hexane raais contient moins d'impuretes (FFA, P). Les pertes 
lors du raffinage seront moindres. Un traitement avec un adsorbant (agent de 
proc6d6) suivi d' une desodorisation permettent d'obtenir une huile stable et 
d'odeur neutre. 

20 Bxsmpk 3J TTiRnrpnratinfi dn XYRA r6si<fael de la biomasse t>repfffe dftUS dg 
I'nteine de palme . 

EflUipement; 

Broyeur colloidal Fryma MZ 80 
25 Unit6 de filtration De Smet minipilote avec chambre 1 ,4 1 
Filtre-presse Seitzi 2 1 
Desodoriseur de laboratoire 
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Matferes urili^; 

Biomasse DHA prespee de l'exemple 2 contenant 28,2 % dliuile a 39 % 

d'acide decosahexaenoique (DHA) 

Oleine de palme 

Trisyl© (agent de precede) 

Procedure- 

On introduit 1,4 leg de la biomasse pressee teUe obtenue dans l'exemple 
2 et 2 kg d'oleine de palme dans le recipient du broyeur. Le broyage s'effectue 
par un passage direct a towers le broyeur avec une fente de 10 microns a une 
tempetature de 40-50°C et on reoupere le melange. On introduit 2,6 kg de ce 
melange dans l'unite de filtration et on precede a une filtration a 50°C puis le 
tourteau est lave par injection de 0,5 kg d' oleine de palme. Le tourteau est 
ensuite presse jusqu'a «n pression de 1 5 bar. On recueiUe ainsi 2 kg d'une huile 
legerement trouble qui est filtree sur le filtre-presse avec un filtre de 1 micron. 
On determine le teneur en P de l'huile filtree qui s'eleve a 66 mg/kg. 
L'huile filtree est soumise a un raffinage physique. Dans le but de dlminuer la 
teneur en phosphore, l'huile est agitee a 85 °C pendant 20 min. avec 2 % de 
Tnsyl®, puis sechee a 85°C sous vide 20 mbar et filtree. Finalememy l'huile 
est desodorisee a 180°C / 1 mbar pendant 3 heures. L'huile raffing est 
analys6e afin de determiner sa purete (FFA, P) et le taux d«incorporation du 
DHA. Les resultats sont resumes dans le tableau 3 ci-apres. 



tableau, 3. 

.25 



% DHA 


4,9 


Taux d'incorporation 
du DHA (%) 


96,5 


% FFA 


0,07 • 


mg/kg P 


2 



30 
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Tnmy] * 4; B affiim gfi jPbyBiOHa & mflan ge dliuiles presses contenmat le 
DHA 

Fquipemeoft 
5 Reacteur en verre de laboratoire 1 1 

Filtre-presse Seitz 21 
Desodoriseur de laboratoire 

10 Trisyl® (agent de procdde) 

Procedure; t 

Dans le but d'obtenir une huile raffinee avec une concentration en DHA 
d'environ 8 %, on melange dans le r6acteur 50 g d'huile pressee telle obtenue 
15 dans l'exemple 2 et 500 g d'huile pressee telle obtenue dans l'exemple 3 avant 
l'etape de raffinage. Le melange est agite a 85 °C pendant 20 mi». avec~2 % de 
Trisyl®, puis seche a 85 °C sous vide 20 mbar, et finalement filtre. On 
reoueille ainsi 540 g d'huile limpide. 

On intoduit 300 g de cette huile dans le desodoriseur et on traite a la vapeur 
20 pendant 3 heures a 1 80 °C / 1 mbar. Llmile raffinee est analys6e afin de 

determiner sa purei© (FFA, P) et la teneur en DHA- Les resultats sont resumes 
dans le tableau 4 ci-apres. 

Tableau 4. 

25 



% DHA 


8 


% FFA 


0,07 


mg/kgP 


2 



Kyam ple 5: Tncoi p nTatirm dana de Voteine dp Palme <fe PHA et de ARA 
30 pmvenati* de biomasses 

Jjfflvipement: 

Broyeur colloidal Fryma MZ 80 
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Unite de filtration De Smet rainipilote avec chambre 1,4 1 
Filtre-presse Seitz 21 
Desodoriseur de laboratoire 

Matieres utiMsees;. 

Biomasse contenant 36 % d'huile a 43,1 % d'acide aracbidonique (ARA) 
Biomasse contenant 50,5 % 'd'huile k 39% d'acide decosahexa6nojque (DHA) 
Oleine de palme 
Trisyl® (agent de precede) 



Procedure; 

On introduit 0,7 kg de la biomasse contanant le DHA, 0,7 kg de la 
biomasse contenant l'ARA et 2 kg d'oleine de palme dans le recipient du 
broyeur. Le broyage s'effectue par un passage direct a travers le broyeur avec 
une fente de 10 microns a une tempetature de 40-50°C et on recupere le 
melange. On introduit 2,5 kg de ce melange dans l'unite de filtration et on 
precede a line filtration a 50 q C. Le tourteau est lave par injection de 0,92 kg d' 
olerae de palme. Le tourteau est ensuite presse jusqua un pression de 15 bar. 
On recueille ainsi 2,5 kg d'uue huile legerement trouble qui est filtree sur le 
filtre-presse avec un filtre de 1 micron. On d6termine le teneur en P de rhuile 
filtree qui s'eleve a 26 mg/kg. 

L'huile filtree est soumise a un raffmage physique. Dans le but de diminuer la 
teneur en phosphore, l'huile est agitee a 85 °C pendant 20 min. avec 1 % de 
Trisyl®, sechee a 85°C sous vide 20 mbar, puis filtree. Finalement, l'huile est 
desodorisee a 180°C / 1 mbar pendant 3 heures. L'huile raffinee est analysee 
afin de determiner sa purete (FFA, P) et le taux d'incorporation du DHA et de 
l'ARA- Les r esultats sont resumes dans le tableau 5 ci-apr&s. 
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30 
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Tableau 5 



%DHA 


2,3 


Taux d'incorporation . 
duDHA(%) | 


64,6 


% ARA 


2,8 


Taux d'mcoiporation 
de l'ARA (%) 


99 


% FFA 


0,04 


mg/kgP 


2 



5 

Exemptes H 

6. On prepare une formule infantile pour prematures enrichie en ARA apartir ; 
de huile prcparee par le proced6 de l'exemple 1 et une huile de poisson 
10 enrichie en DHA, contenant env. 24 % de DHA et on y ajoute d'autres huiles ; 
par exemple dans les proportions indiquees dans le tableau 6 ei-dessous, des, 
proteines, le cas ecbeant hydrolysees, des hydrates de carbons et le cas 6cheant 
des vitamines et des oligoeleraents. 

15 Tableau 6 





Exemple 6 


Huile de l'exemple 1 


0,8 


Huile de poisson 


1,3 


Huile MCT 


27 


Huile de soja 


23 


Oleine de palme 


47,9 


Total 


100 



7. On prepare une formule infantile pour nourrissons nes a terme enrichie 
20 en ARA et en DHA a partir de l'huile support preparee par le procSdS de 
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l'exemple 5 et on y ajoute d'autres huiles par exemple dans les proportions 
indiquees dans le tableau 7 cirdessous, des prolines, le cas ech^ant 
hydrolysees, des hydrates de carbone et le cas <§cb6ant des vitamines et des 
oligo616ments. 

5 

Tableau 7 





Exemple 7 


Huile de l'exemple 5 


! 13 


Huile de coco 


20 


Huile de soja 


20 


Oleine de palme 


47 


Total 


100 



8. On prepare un lait de suite pour petits enfants enrichi en DHA a partir de 
Hiuile support preparee par le procSde de l'exemple 4, et on y ajoute 
d'autres huiles dans les proportions indiquees dans le tableau 8 ci-dessous, 
des prolines, le cas ech6ant hydrolysees,. des hydrates de carbone et le cas 
echeant des vitamines et des oligo616ments. 



Table au 3 





Exemple 8 


Huile de l'exemple 4 


4 


Huile de palmists 


27 


Huile de soja 


23 


Oleine de palme 


46 


Total 


100 



Exemple 9. 



On prepare un lait liquide enrichi en DHA a raison de 1% de DHA dans la 
phase grasse de la maniere suivante: 

On pasteurise $6par6ment un lait entier contenant 3,92 % de rnattere 
grasse et 8,58 % de soliqes non gras et un lait maigre contenant 0,05 % de 
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matiere grasse et 9 % de ablides non gras, en les traitant a 87° C pendant 
12 s. 

On melange ensuite 34,69 leg de lait entier et 160,26 kg de lait maigre, 
refcoidi a 15° C, puis on incoipore a ce melange un prem&ange de 0,77 
kg d'huile obtenue selon l'exemple 3 (oteine de palme, contenant 4,9 % 
de DHA), 1,6 kg d'huile de soja et 1 g de vitamine E ports h 50° C au 
moyen d'un moulin colloidal. 



Prodm't sterflisfr 

10 Aprfcs rechauffage a 80° C dans unechangeurk plaques, on st6rilisele 

liquide par UHT a 148° C pendant 5 s. Aprfes lefiroidissement a 78° C, on 
l'homogeneise en deux Stages, k 200 bar, puis a 50 bar, on le refiroidit a 
20° C et on le conditionne aseptiquement dans des eraballages de type 
brique ayant et6 pr6alablement sterilises, les etapes d'homogen&sation, de 

15 refroidissementetderemplissage ayant lieu de maniere aseptique. 

Produit pasteurise; 

On chaufie le liquide a 72° C pendant 15 s dans un 6changeur a plaques, 
on l'homogeneise en deux Stages h 200 bar, puis a 50 bar, on le refroidit a 
20 4° C et on le conditionne dans des emballage de type brique. 

Tfrremple 10 

A titre de supplement nutritionnel, on encapsule une huile pr6par6e selon 
25 l'exemple 1 contenant VARA ou une huile pr6paree selon 1'exemple 2, 

contenant le DHA h raison de 500 mg d'huile dans des g<51ules. 
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ReYgndicatipns 

1 . Precede de preparation d'une huile stable contenant des acides gras 
polyinsatures a longe chaine (LC-PUFA) sous forme de triacylglycerols, 
notamment les aoides arachidonique (ARA), dihomoganraialmolenique 
(DHGLA), docosahexa6noique (DHA), ou eicosapentaenoique (EPA), 
caracterise" par le fait que F on presse une ou des biomasses provenant de la 
culture d'un microorganisme, notamment d'un champignon ou d'une 
microalgue contenant les acides ARA, DHGLA, DHA ou EPA, a sec de 
maniere a obtenir une premiere liuile de pression et un tourteau, que Ton traite 
Miuile ainsi obtenue avec un adsorbant et qu'on la soumet k une d&odorisation 
dans des conditions menageantes. 

2. ProcSdS selon la revendication I, dans lequel la biomasse contient au 
moins une acide gras polyinsaturS a longue chaine choisi panni l'ARA et le 



3 . Precede selon la revendication 2, dans lequel on traite une biomasse 
contenant VARA. 

4. Precede selon la revendication 2, dans lequel on traite une biomasse 
contenant le DHA. 

5. Proc6d6 selon la revendication 2, dans lequel on traite un melange de 
biomasses, contenant l'ARA et le DHA. 

6. Procedd selon l'une des revendications 1 a 5, dans lequel on met en 
contact une huile support, entrant dans la composition d'un produit 
alimentaire, nutritionnel, pharmaceutique ou cosmetique, avec le tourteau de 
pression de la biomasse de mantere a transferer le ou les acides gras 
polyinsatures. a longue cbame sous forme de triacylglyc6rols vers le dit 
support, on sgpare l'huile contenant le ou les dits acides gras du tourteau de 
biomasse parpressage et filtration, qui constitue la deuxi&me huile de 
pression, on reunit les huiles pressees et on les raffine dans des conditions 
menageantes. 
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7 r Proc6d6 selon la revendication 6, dans lequel on soumet les builes 
presses h un raffinage physique k Vaide d'un agent de proe6d6, le traitement 
pouvant Stre r£alis£ pendant le contact avec l'huile support ou apr6s obtention 
5 de l'huile pressSe, notamment lors de la filtration. 

8. Proc6d6 selon la revendication .1, dans lequel on brise les parois des 
cellules des microorganismes par pressage, pour augmenter le taux 
^incorporation de l'huile de biomasse dans Thuile support. . 

10 . ' • ' ■ , ' ' 

9. Proc6d6 selon la revendication 6, dans lequel on soumet le tourteau de 
pression de la biomagse k une mouture en presence de l'huile support dans des 
conditions douces, k temperature modejree sous atmosphere incite, notamment 
sous couche d'azote. 

IS 

10. Proc6d<§ selon Tune des revendications 6 a 9, dans lequel on effectue 
une filtration de finition de maniere k eliminer les particules fines de residu de 
biomasse. 

20 11.. Aliment contenant une huile obtenue par le proc6d6 selon Tune des 
revendications 1 k 10. 

12. Aliment infantile contenant une huile obtenue par le procSde selon l*une 
des revendications 1 k 10. 

25 

13. Aliment infantile contenant une huile obtenue par le proc£d6 selon Vune 
des revendications 1 k 10, en corabinaison avec une huile de poisson. 

14. Composition nutritionnelle contenant une huile obtenue par le procede 
30 selon l'une des revendications 1 h 10. 

15. Composition cosm6tique sous forme sfcche ou d ! 6raulsion contenant une 
huile obtenue par le procede selon Tune des revendications 1 & 10. 

35 . 16. Aliment contenant une huile obtenue selon Tune des revendications 1 a 
10 destine k V alimentation des ajiimaux . 
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17, Aliment contenant le reaidu de la biomasse obtenu par le proc6d6 selon 
Tune des revendications 1 a 10, destiiuS k ralimentation des animaux. 
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Fiocede de preparation d'une huile contenant un ou des acides gras 
polyinsatur£(s) a lougue chatne issus de biomasse, aliment, composition 
nutritionnelle, cosiuetique ou pharmaceutique la contenant 

5 Abrege 

Une huile stable contenant des LC-PUFA sous forme de triacylglycerols, 
notamment les acides arachidonique (ARA), dmomogammalmolenique 
(DHGLA), docosahexaenoique (DHA), ou eicosapentaenoique (EPA) peut 

10 @tre preparee par pressage direct d'une ou de plusieurs biomasses provenant de 
la culture d'un microorganiaroe, notamment d'un champignon ou d'une 
microalgue contenant les acides ARA, DHGLA, DHA ou EPA conduisant a 
une premiere huile de pression et par mise en contact d'une huile support 
entrant dans la composition d'un aliment, d'unproduit cosm6lique ou 

15 pharmaceutique, avec le tourteau de la biomasse, suivi d'un pressage 

conduisant a une deuxieme huile de pression, puis par reunion des huiles 
pressees et raffinage du melange dans des conditions menageantes. 



20 



EniPfansszei t 4 -Sep . 15:33 




PCT Application 

EP0308745 



